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© Biologisch aktive Derivate des Human-gamma-Interf erons, ihre Herstellung und Arzneimittel, die soiche Derivate 
entnalten. 

Proteine mit Hu ma n-7-Interferon-Akti vital werden 
erhalten. wenn man Proteine Oder Fusionsproteine. die eine 
Aminosauresequenz enthalten, die im wesentlichen der von 
Human-*Hnterferon entspricht. proteolytisch spaltet, wobei 
ein Fragment erhalten wird, das mit 6 Pro beginnt. Diese Prot- 
eine konnen auch in an sich bekannter Weise gentechnisch 
hergestellt werden. 
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EOECHST AKTIENGESELLSCHAFT HCE 85 /F 230 ^Dr.KL/oi? 1 
Biologiech aktive Derivate des Human-Y-Interferon8 , ihre 
Herstel lung und Arzneimittel, die solche Derivate enthal+.PT , 

Die urBprUnglich veroffentlichte Aminosauresequenz von 
Human- Y-Interferon, im folgenden IFN- Y , wies 146 Amino- 
sauren auf (Devos et al., Nucl. Acids Ree. 10 (1982) 2487). 
Nach einer spateren Veroffentliehung (Rinderknecht et al., 
J. Biol. Chem. 259 (1984) 6790) fehlen jedoch dem "reifen" 
IFN-y die ersten drei Aminosauren aue der ursprUnglich 
publizierten Sequenz. Im folgenden wird jedoch bei der 
Rumerierung der Aminosauren die Sequenz von Devos et al. 
beibehalten. 



Aus der europaischen Patentanmeldung mit der Veroffentli- 
chungsnummer 146 944 1st es bekannt, gentechnisch Derivate 
dee IPR-y herzustellen, bei denen in Position 9 Lys durch 
Gin ersetzt ist und zusatzlich weitere Modifikationen durch- 
gefUhrt Bind. Unter diesen Modifikationen sind auch R-ter- 
minale VerkUrzungen um 4 bzw. 7 Aminosauren, die durch 
Bal. 31-Verdauung der DNA und Expression gewonnen wurden. 
Diese Derivate des IFN-y sollen eine dem natUrlichen IPN- Y 
vergleichbare Oder sogar erhShte Aktivitat besitzen. 

Es wurde auch schon vorgeschlagen (nicht vorveroffentlichte 
deutsche Of f enlegungsschrift 3 41 4 831 ) , Derivate des IFN- T 
herzustellen, bei denen die erBten vier AminoB'auren der 
natUrlichen Sequenz entfallen kBnnen, ohne daB die 
biologische- Aktivitat des IFN-y nennenBwert beeintrachtigt 
ware und/oder die nach der Aminosaure 127 (Alanin) 
folgenden Aminosauren eliminiert werden ktJnnen, wobei 
ebenfallB biologiech aktive Produkte erhalten werden. 

Eb wurde nun gefunden, daB auch nach Abspaltung der Amino- 
Baure in Position 5 (Asp) der natUrlichen Sequenz ein 
biologiech aktives IFN-y erhalten wird. Die Erfindung be- 
trifft eomit TeilBequenzen des IFN-y, deren AminoB&ure- 
sequenz mit der Position 6 (Pro) beginnt und mindestens 
bis zur Position 127 (Ala) reicht. Veitere Aspekte der Er- 
findung und ihre bevorzugten AuBgestaltungen sind im fol- 
genden bzw. in den PatentansprUchen wiedergegeben. 
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Es vurde veiterhin gefunden, daS man die erf indungsgemaBen 
verkttrzten IFN-y-Teilsequenzen besonders vorteilhaft durch 
Saurespaltung der Asp-Pro-Bindung (PiBzkievicz et al. f 
Biochemical and Biophysical Research Communications 40 
5 (1970) 1173) und Renaturierung herstelien kann. Eb ist 

uberraschend, daS unter diesen drastischen Bedingungen ein 
biologisch aktiveB IFN-y-Derivat erhalten vird, da IFN-.y 
als saurelabil gilt (z.B. europaische Patentanmeldung 
88 540, Seite 5, Zeilen 33-36). 

10 

Als AusgangBmaterial fttr dieses Verfahren dienen alle 
Polypeptide, die entsprechend dem natUrlichen IFN-y in 
Position 5 Asparaginsaure und in Position 6 Prolin enthal- 
ten. Yorteilhaft ftthrt man diese Spaltung mit FusionB- 
15 proteinen durch, die N-terminal vor der Asparaginsaure und 
gegehenenfallB vor veiteren Aminoeauren der natUrlichen 
oder einer abgevandelten IFN-y-Sequenz eine mehr Oder 
weniger lange Aminosauresequenz eines beispielsveise bak- 
teriellen Proteins gehunden enthalten. 

20 

DieBe Saurespaltung von Polypeptiden mit der Aminosaure- 
folge Asp-Pro iBt nicht auf natlirliches IFN-y beBchr'ankt, 
Bondern grundBatzlich fttr alle Polypeptide mit im vesent- 
lichen IFN-y-Aminosauref olge brauchbar, die hinreichend 
25 saurestabil Bind, bo daB die erhaltenen Spaltprodukte - 

oder gegehenenfallB nur das erwUnschte Spaltprodukt - nicht 
oder nicht irreversibel verSndert verden. 

Die YerfahrenBhedingungen richten Bich naturgemalB nach 
30 der Saurestabil it at der Spaltprodukte bzv. des erwfrnBchten 
Spaltprodukts und Bind zweckmaBig durch einfache Vorver- 
suche zu ermitteln. Als Sauren vervendet man vorteilhaft 
Ameisensaure , SalzB'aure oder andere yergleichbare, nicht- 
oxidierende Sauren vie verdiinnte Schvef els'aure , Phosphor- 
35 saure, halogenierte EssigB'auren oder Sulf onsauren . 
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Da die Reaktion im wSBrigen Medium erfolgt, Bind grund- 
s'atzlich Temperaturen von etwa 0 bis etva 100*C mSglich. 
Bei niedrigen Temperaturen verlauft das Verfahren schonen- 
der, benotigt aber mehr Zeit. Temperaturen in der Nahe des 
SiedepunkteB erfordern zwar weniger Zeit, sind aber nur 
fUr sehr stabile Produkte brauchbar. Bevorzugt vird 
deshalb ein Temperaturbereieh von 10 bis 70, inBbesondere 
von 20 bis 60* C. Die Saurekonzentration im waflrigen Me- 
dium richtet sich nach der Starke der Saure und der Empfind- 
lichkeit des Produktes. Vorteilhaft verwendet man Ameisen- 
s'aure in einem Konzentrationsbereich von 70 bis 80 Gew.-g 
bezogen auf daB wafirige Medium. 

Das Spaltungsverfahren kann in homogener oder heterogener 
Phase durchgefUhrt werden. Relativ niedermolekulare Proteine 
werden zweckmaflig in der waBrigen Saurelosung gelost oder 
zunachst suspendiert bzv. teilweise gelost, worauf dann 
im Laufe dea Verfahrene eine mehr oder weniger vollBtandige 
Auflbsung eintritt. 



Nach AbBchlufl der spezifischen SaureBpaltung vird das Re- 
aktionsgemisch zweckmaBig neutralisiert, vorteilhaft unter 
Kiihlung, und das gewUnschte Produkt nach an sich bekannten 
Methoden abgetrennt und renaturiert. Man kann bei B piel 8 - 
weise ein geeignetes Adsorptionsmittel dem GemiBch zuset- 
zen und aus dem beladenen Adsorbens das gewUnschte Produkt 
eluieren. ZuBatzlich oder an Stelle der vorstehend be- 
8chriebenen MaBnahme kann auch das Produkt durch eine oder 
mehrere Pallungsoperationen gereinigt werden. Es ist auch 
mSglich, das gewiinBchte Polypeptid mit Hilfe einer mit 
spezifischen Antikorpern beladenen Saule zu isolieren. 

Die Herstellung der erfindungsgemaflen verkUrzten IFN-y- 
Teilsequenzen und der biologisch aktiven Analoga kann vor- 
teilhaft durch gentechnische Verfahren erfolgen, bei denen 
in einem Virtsorganismus , vorzugBweise E. coli, ein Gen ex- 
primiert wird, daB fur die erfindungBgemSSen AminoBaure- 
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sequenzen codiert. Diese Gene sind nach an sich bekannten 
Verfahren synthetiBierbar oder durch Abvandlung von Genen 
erhaltlich, vie sie beispielsveise in den europaiBchen 
Patentanmeldungen mit den Publikationsnummern 77 670, 
5 88 540, 89 676, 95 350, 146 354, 146 944 oder 155 590 

beschrieben Bind bzw. in der deutschen Offenlegungsschrift 
3 414 831 vorgeschlagen wurden. 

Venn die gentechnische Synthese der erfindungsgemaBen IFN-y- 
Derivate nach dem Verfahren der deutBchen Offenlegungs- 
schrift 3 409 966 bzw. der europaischen Patentanmeldung 
mit der Verof f entlichungsnummer 155 590 erfolgt, entf alien 
in dem synthetischen Gen die Codone flir die erBten f\inf 
Aminosauren der IFN-y-Sequenz. Bei der Synthese des Gens 
konnen also beispieleveiee an Stelle der Bausteine la bis 
Id in der DKA-Sequenz II die folgenden Oligonucleotide 
eingesetzt verden: 





Met 


Pro 


Tyr 


Val 


Lys 


Glu 


Ala 


20 5' AA TTC 


ATG 


CCG 


TAC 


GTT 


AAA 


GAA 


GCT 


3' (Eco RI) G 


TAC 


GGC 


ATG 


CAA 


TTT 


CTT 


CGA 



Glu Asn (Leu) (Lys) 
5 1 GAA AAC 3 f 
25 3 f CTT TTG GAC TTT 5' 

Woglich ist auch die gentechnische Synthese nach dem in 
deutschen Of f enlegungsschrift 3 41 4 831 (europaische 
Patentanmeldung mit der VerBffentlichungBnummer 161 504) 
30 vorgeschlagenen Verfahren. In dieBer Anmeldung sind auch 
mehrere Variationen modif izierter DflA-Sequenzen aufgefuhrt, 
die zu IFN-Y-Analogen mit veranderter AminosaureBequenz 
flihren. 



10 



15 
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Die synthetiechen Gene kbnnen nattirlich auch in Genkon- 
struktionen eingebaut werden, die bei der Expression zu 
PusionBproteinen fUhren. Solche Verfahren sind in groBer 
Zahl bekannt. Hier soli nur beiBpielhaft auf die euro- 
5 paischen Patentanmeldungen mit den Veroffentlichungs- 

nummern 1930 und 12494 verwiesen werden, in denen PuBions- 
proteine mit einem B-Galactosidaseanteil beschrieben 
Bind. Man kann bo unlosliche FusionBproteine gevinnen, 
die leicht von den anderen Proteinen abzutrennen und zu 
10 reinigen Bind. Diese Pusionsproteine werden dann zveckma- 
Big der vorstehend beschriebenen Proteolyse untervorfen. 

In den folgenden Beispielen vird die Erfindung naher er- 
lautert. Prozentangaben beziehen sich hierbei auf das 
15 Gevicht, venn nichts anderes angegeben 1st. 

Beispiel 1 
(Direktexpression) 

20 

10 |ig des PlasmidB gemaB Pigur 5 der deutschen Offenle- 
gungsschrift 3 409 966, das das IFN-y-Gen enth&lt, werden 
mit den Restriktionsendonucleasen Bam HI und Sal I ge- 
schnitten. Auf einem 2 £igen niedrigschmelzenden Agarose- 

25 gel vird anschlieBend ein etva 340 bp umfassendes Gen- 
fragment vom Restplasmid abgetrennt und (nach MaBgabe des 
HerBteller8 der Agarose) isoliert. Das isolierte Genfrag- 
ment entspricht den in der Deutschen Offenlegungsschrift 
3 409 966 beschriebenen DNA-Sequenzen IFN-I und IPN-II aue 

30 der DNA-Sequenz II (Aminosauren 35-146). 

An dieBeB Genfragment vird nun ein neu kombiniertes Gen- 
fragment ligiert, das Beinerseits durch Ligationsreaktion 
der MA-Sequenz 
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Met 


Pro 


Tyr 


Val 


LyB 


Glu 


Ala 


5 ' AA TTC 


ATG 


CCG 


TAC 


GTT 


AAA 


GAA 


GCT 


3' (Eco RI) G 


TAC 


GGC 


ATG 


CAA 


TTT 


CTT 


CGA 



5 Glu Asn (Leu) (lys) 

5 1 GAA AAC 3 1 
31 QTT TTG GAC TTT 5' 

und den Oligonucleotiden Ig bis Ij der MA-Sequenz II 
10 (IPN-tI) der deutschen Of f enlegungsschrift 3 409 966 er- 
halten vird. AnschlieBend vird daB bo erhaltene um die 
ersten flinf Aminosauren verkiirzte IFN-y-Gen mit den 
RestriktionBenzymen Eco RI und Sal I nachgeschnitten und 
das 414 bp umfassende Gen durch Gelelektrophorese aus 
15 einem 2 £igen Agarosegel abgetrennt. 

Das Expressionsplasmid gemaB Figur 5 der deutschen Offen- 
legungsschrift 3 409 966. vird mit den Restriktionsenzymen 
Eco RI und Sal I geoffnet, das darin erithaltene IFN-y-Gen 

20 in einem 0,7 £igen Agarosegel abgetrennt und das Restplasmid 
mit dem neu konstruierten verkttrzten IFN-y-Gen mit Hilfe 
des Enzyms T4 DNA-ligase ligiert. Transformation, Anzucht 
und Induktion des verkUrzten IFN-y-Gens erfolgen in be- 
kannter Veise, beispielsveiBe gemaB deutscher Of fen- 

25 legungsschrift 3 409 966 bzv. nach dem in der deutschen 
Off enlegungsschrift 3. 4H 831 vorgeschlagenen Verfahren.- 
Man erhalt ein Polypeptid mit der Aminosauresequenz 6-1 46 
von IFN-y, K-terminal verlangert urn Met. 

30 Seispiel 2 

a) HerBtellung eines PuBionsproteins 

Man geht aus von dem synthetischen Gen gemaB der 
35 deutschen Of f enlegungsschrift 3 409 966 (europaische 
Anmeldung mit der Verbff entlichungsnummer 155 590), 
das vie folgt an das B-GalactosidaBegen gekoppelt 
vird: 
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Das Plasmid gemaB Pigur 5 dieser Of f enlegungsschrift 
(oder das nach Beispiel 1 erhaltene analoge Plasmid mit 
der verktfrzten IFN-y-Sequenz) vird mit Sal I aufge- 
schnitten und mit dem folgenden Sal I-Eco RI-Adaptor 
5 ligiert: 

5 1 TCG ACC CGG GCT G V 
3 1 GG GCC CGA CTT AA 5 ! 

(Sal I) (Eco RI) 

10 

Aus dem Ligierungsprodukt vird mit Eco RI das verlan- 
gerte Gen, das jetzt an beiden Enden von Eco RI- 
Erkennungssequenzen flankiert iBt f abgetrennt, tfber ein 
2 £iges niedrigschmelzendes Agarosegel gereinigt und 
15 isoliert. 

Das Plasmid pBH 20 (E.I. Vinnacker, Gene und Klone, 
eine Einfuhrung in die Gentechnologie, VCH Verlagsge- 
sellschaft, Weinheim (1984), S. 233- 234; europaische 

20 Patentanmeldung 12 494, Fig. 1) vird mit dem ReBtrik- 
tionsenzym Eco RI gebffnet und das Gen mit der IFfl-y- 
Sequenz in das linearisierte Plasmid eingesetzt. Hach 
Transformation und Induktion vird ein Pusionsprotein 
gebildet, das im AnschluB an die ersten etva 1000 Amino- 

25 sauren der B-Galactosidase die (komplette bzv. verkUrz- 
te) Aminosauresequenz des IFN-y enthalt. 

b) Proteolyse des Pusionsproteins 

30 1 g des angereicherten PusionsproteinB vird in 100 ml 
70 £iger Ameisensaure gelbst und 6 Stunden bei 60* C 
genihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit vird die 
losung mit 4 R Natronlauge unter KUhlung neutrali- 
siert und mit Vasser auf das 5-fache bis 10-fache 

35 Volumen verdttnnt. Zur Adsorption des gevlinschten Spalt- 
produkts verden 100 g Kieselsaure eingertthrt. Die Ad- 
sorption erfolgt vahrend 3 Stunden unter RUhren bei 
8°C. AnBChliefiend vird die beladene Kieselsaure in 
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eine Chromatographic saule gefiillt und biB zur Konstanz 
der Extinktion (278 run) mit 50 mM Phosphatpuffer; 
125 mM Natriumchlorid (pH 7,4) gevaschen. Die Elution 
des Interferons mit der Aminosauresequenz 6-146 
des IFN-y erfolgt mit 7 M Guanidin; 0,1 £ TenBid 
(auf BaBiB Polyoxyethyleiisorbitan-Monolaurat) ; 0,1 K 
Tris-HCl (pH 7,4). Zur Renaturierung wird das Eluat 
mit 0,1 M TriB-HCl (pH 7,4) auf daB 10-fache Volumen 
verdunnt und 3-4 Stunden bei 20" C genihrt. Nach Di- 
alyse tiber eine Membran mit der AuBschluBgrenze 
10 000 - 12 000 Dalton, 2 x gegen je 10 1 0,6 M Am- 
moniumhydrogencarbonat ; .10 mM Magnesiumsulfat (pE 8) 
und 1 x gegen 10 1 0,6 M Ammoniumhydrogencarbonat 
(pH 8), vird die IFN-y-lBsung mit 1,5 g Serumalbumin 
versetzt und gef riergetrocknet . Man erhalt 2,1 g lyo- 
philisat, in dem mittelB Radioimmunoassay 205 x 
10 7 Einheiten IEN-y beBtimmt werden (= ca. 40 mg) . 
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PatentanBprllche : 

1. Proteine mit einer Aminoeauresequenz, die Im 
vesentlichen- der des Human- y-Interferons von Amino- 
saure 6 (Pro) Ms mindestens 127 (Ala) entspricht. 

2. Proteine mit Human- Y-Interferon-Teileequenzen, die 
N-terminal mit 6 Pro beginnen und C-terminal mindestens 
bis zu 127 Ala reichen. 

3. Human- Y-Interferon-TeilBequenz, bestehend aus der 
Aminosauresequenz 6 (P.ro) bis 146 (Gin). 

4. Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit einer Amino- 
sauresequenz, die im vesentlichen der des Human- ^Inter- 
ferons entspricht, jedoch N-terminal bis einschlieBlich 

Asp verlriirzt ist, dadurch gekennzeichnet , daS man ein 
Protein oder Fusionsprotein, das im vesentlichen die 
Aminosaurefolge von Human- y-Interferon enthalt, 
proteolytisch spaltet und das N-terminal mit Prolin 
beginnende Polypeptid isoliert und renaturiert. 

5- Verfahren zur gentechnischen Herstellung der Proteine 
nach Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet , daB man 
in einer WirtBzelle ein Gen zur Expression bringt, das 
fiir die Aminosauresequenz des gevttnschten Proteins 
kodiert. 

6. Arzneimittel mit Human- Y-Interferonvirkung, gekenn- 
zeichnet durch einen Gehalt an einem Protein gemaB 
Anspruch 1 , 2 oder 3. 

7. Vervendung eines Proteins gemaB Anspruch 1, 2 oder 3 
zur Herstellung eineB Arzneimittels mit Human-^ 
Interferonvirkung. 
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Pa tentanspruche Osterreich, Spanien und Griechenl and : 

1 . Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit einer Amino- 
sauresequenz, die im wesentlichen der des Human- y-Inter- 
ferons entspricht, jedoch N-terminal bis einschlieBlich 
^Asp verkiirzt ist, dadurch gekennzeichnet , daB man ein 
5 Protein oder Fusionsprotein , das im wesentlichen die 

Aminosaurefolge von Human- y-Int erf er on enthalt, 
proteolytisch spaltet und das N-terminal mit Prolin 
"beginnende Polypeptid isoliert und renaturiert. 

10 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB 
das zu spaltende Protein im AnschluB an ^Pro die 
Aminosauresequenz des Human- y-Inter ferons bis ^^Gln 
hat. 

15 3- Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Spaltung bei 10 bis 70° C erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1,.2 oder 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafl die Spaltung bei 20 bis 60° C erfolgt. 

20 

5 . Verfahren zur gentechnischen Herstellung der in Anspruch 
1 oder 2 definierten Proteine, dadurch gekennzeichnet, 
daB man in einer Wirtszelle ein Gen zur Expression 
bringt, das fiir die Aminosauresequenz des getfinschten 

25 Proteins kodiert- 
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